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De toepassing van peptiden (kleine eiwitten) als medicijn is de laatste jaren enorm 
toegenomen en is economisch gezien een veelbelovende ontwikkeling in de 
farmaceutische sector. Er wordt dan ook veel geld geïnvesteerd in onderzoek en 
ontwikkeling van nieuwe peptiden die ziekten kunnen genezen of behandelen, 
voorkomen dan wel vroegtijdig opsporen. Wanneer peptiden de werking van eiwitten 
en antilichamen kunnen benaderen of evenaren, heeft de toepassing van peptiden 
meerdere voordelen. Omdat peptiden veel kleiner zijn kunnen ze makkelijker in het 
weefsel doordringen en worden ze minder snel herkend en weggevangen door het 
immuunsysteem. In vergelijking met kleine organische moleculen hebben peptiden 
vaak een grotere effectiviteit en specificiteit. Verder hebben peptiden in de meeste 
gevallen minder of geen toxische bijeffecten. Medicinale peptiden in mensen zijn vaak 
peptide hormonen die een rol spelen in signaalfuncties. Het stimuleren (agoneren) of 
blokkeren (antagoneren) van processen in het lichaam, vindt plaats door binding van 
deze peptiden aan receptoren. In tal van ziekten is de balans in stimulatie/remming van 
deze processen verstoord. Medicatie is dan nodig voor herstel. Peptiden kunnen ook 
een rol spelen in het afremmen of stimuleren van bepaalde enzymactiviteiten en 
kunnen een antivirale of een antibacteriële werking hebben. Een voorbeeld onder meer 
van een peptide met een antibacteriële werking is nisine. Nisine wordt geproduceerd 
door de melkzuurbacterie Lactococcus lactis en wordt al sinds 1969 gebruikt als 
conserveringsmiddel in voeding. Momenteel is de toename van multiresistente 
bacteriën die een bedreiging vormen voor de volksgezondheid een groot probleem. Het 
is dus van groot belang dat nieuwe antibiotica en antibacteriële peptiden ontwikkeld 
worden. 
 
Een grote beperking voor de toedieningsroutes en de effectiviteit van peptiden als 
geneesmiddel is vooral de instabiliteit van deze peptiden in het menselijk lichaam door 
gevoeligheid voor maagzuur en / of voor proteases. Orale toediening behoort daardoor 
vaak niet tot de mogelijkheden en in plaats daarvan moeten peptiden worden 
geïnjecteerd. Voor een effectieve toepassing van het peptide als medicijn is het vaak 
nodig dat peptiden gestabiliseerd worden om afbraak tegen te gaan. Hiervoor bestaan 
verschillende methoden. De methode die de aanleiding vormt tot de studies in dit 
proefschrift is stabilisatie van peptiden door middel van cyclisatie in de vorm van 
thioether verbindingen. Thioether verbindingen zijn van nature aanwezig in 
lantibiotica. Dit zijn zeer stabiele peptiden met antimicrobiële werking en deze 
stabiliteit en antimicrobiële werking worden veroorzaakt door de aanwezigheid van de 
thioether verbindingen. Het antibacteriële peptide nisine is ook een lantibioticum en 
bevat vijf van deze thioether verbindingen. Thioether-gekoppelde aminozuren worden 











Figuur 1: Het antibacteriële peptide nisine bevat vijf thioether verbindingen, waarvan de eerste een 
lanthionine (Ala-S-Ala) is en de overige vier ringen methyllanthionines (Abu-S-Ala) zijn. 
 
Deze (methyl)lanthionines worden in de peptiden geïntroduceerd met behulp van 
enzymen. Bij de synthese van nisine in de bacterie Lactococcus lactis zijn meerdere 
enzymen betrokken. De eerste modificatie stap is de dehydratatie van het merendeel 
aan serines en threonines in de propeptide keten, gekatalyseerd door het dehydratase 
NisB. Door dehydratie van de aminozuren serine en threonine worden dehydroalanine 
en dehydrobutyrine gevormd die vervolgens, regio- en stereo-specifiek, aan een 
cysteine gekoppeld worden door het cyclase NisC. Translocatie van het 
gemodificeerde peptide over de celmembraan vindt plaats via het transport eiwit NisT. 
Uiteindelijk wordt de nisine leader verwijderd door het protease NisP, zodat het 
actieve antibacteriële peptide nisine in het medium terecht komt. Het leader peptide is 
essentieel voor efficiënte modificatie en transport van het substraat peptide. Naast 
nisine zijn er zo’n zestig andere natuurlijke lantibiotica bekend. 
 
In 1988 werd voor het eerst het idee geopperd lantibiotica enzymen te gebruiken om 
therapeutische peptiden te stabiliseren. Stabilisatie heeft als voordeel dat het 
therapeutische peptide in een lagere dosis of minder vaak toegediend hoeft te worden 
en dat orale toediening tot de mogelijkheden behoort. Ook kan door introductie van 
een thioether verbinding de interactie van het peptide met een receptor in positieve zin 
veranderen bijvoorbeeld door verhoogde specificiteit en / of effectiviteit. Zo is bekend 
dat een thioether-gestabiliseerde enkephaline variant die op chemisch wijze verkregen 
is, ongevoelig is voor proteolytische afbraak en veel effectiever werkt als medicijn dan 
de niet-gestabiliseerde lineaire variant. Dit proefschrift beschrijft de biologische 
productie van thioether-gestabiliseerde peptiden door gebruik te maken van 
lantibiotica synthese enzymen. De melkzuurbacterie Lactococcus lactis is gebruikt om 
deze peptiden te produceren. Er is een twee-plasmiden systeem geïntroduceerd om 
modificatie en productie te kunnen realiseren. Op het ene plasmide liggen de genen die 
coderen voor de modificatie enzymen en het transport eiwit. Op het andere plasmide 
ligt het gen dat codeert voor de fusie van leader peptide en substraat peptide. Het 
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leader peptide zorgt ervoor dat het substraat peptide naar de modificatie enzymen en 





















Figuur 2: Biologische productie van thioether-gestabiliseerde peptiden. 
 
Na isolatie van het gemodificeerde substraat peptide kan het leader peptide specifiek 
verwijderd worden met behulp van een protease, zodat het therapeutische peptide 
overblijft. Vervolgens kan het therapeutische peptide verder geanalyseerd worden. Is 
het stabieler? Bindt het nog aan de receptor en vindt er nog steeds signaaltransductie 
plaats? Samenvattend behandelen de hoofdstukken van dit proefschrift de volgende 
onderwerpen. Hoofdstuk 1 bevat de algemene inleiding. In Hoofdstuk 2 wordt uiteen 
gezet dat het nisine transport enzym NisT ook andere, niet-lantibiotica-gerelateerde, 
peptiden kan transporteren mits voorafgegaan door de nisine leader. Ook wordt in 
Hoofdstuk 2 aangetoond dat het enzymcomplex NisBTC gesplitst kan worden in 
onafhankelijk van elkaar functionerende enzymen / enzym subcomplexen. NisT is 
functioneel zonder de aanwezigheid van de modificatie enzymen NisB en NisC. 
Tevens is aangetoond dat NisB een peptide kan dehydrateren dat totaal verschilt van 
nisine en dat NisB functioneel is in afwezigheid van het cyclase NisC. Aansluitend 
wordt in Hoofdstuk 3 beschreven dat NisB een brede substraat specificiteit heeft en dat 
NisC ook niet-lantibiotica peptiden kan cycliseren. Hiermee is dus aangetoond dat het 
mogelijk is om de melkzuurbacterie Lactococcus lactis een thioether-gestabiliseerde 
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peptide te laten produceren dat kandidaat geneesmiddel kan zijn. In Hoofdstuk 4 wordt 
de mogelijke toepassing van enzymen die betrokken zijn bij de synthese van het 
lantibioticum lacticine 3147 voor introductie van thioether verbindingen bestudeerd. 
Hoewel het modificatie enzym LtnM2 dat zowel de dehydratase activiteit als de 
cyclase activiteit bezit, ook zeer verschillende peptiden modificeert, is het niet 
duidelijk of dit enzym een net zo grote substraat specificiteit heeft als NisB en NisC. 
Door Lactococcus lactis met het lacticine 3147 modificatie en export systeem worden 
namelijk verschillende peptiden niet uitgescheiden in het medium. Dit kan komen 
doordat de leaderpeptidase activiteit (het verwijderen van de leader) en de transport 
activiteit beiden uitgevoerd worden door één enzym, namelijk LtnT, wat het enzym 
misschien substraat specifieker maakt. In Hoofdstuk 5 en 6 worden de mogelijkheden 
van het gebruik van de algemene ‘Sec’ transport route van Lactococcus lactis voor 
translocatie van gemodificeerde peptiden over de celmembraan besproken. In 
Hoofdstuk 5 wordt aangetoond dat wanneer de nisine leader voorafgegaan wordt door 
een ‘Sec’ transport signaal peptide van wel 44 aminozuren lang, er nog steeds 
modificaties plaats vinden gekatalyseerd door NisB en NisC. Gedehyrateerde peptiden 
worden succesvol getransporteerd via het ‘Sec’ transportsysteem. Nisine wordt echter 
niet getransporteerd via deze transport route. Door de meerdere thioether ringen heeft 
nisine een te brede diameter voor transport via ‘Sec’. Maar zoals Hoofdstuk 6 laat 
zien, kan een peptide met één enkele thioether ring wel succesvol via het ‘Sec’ 
transportsysteem worden getransloceerd. Vervolgens wordt de succesvolle toepassing 
van het therapeutische peptide angiotensine-(1-7), biologisch gestabiliseerd met een 
thioether verbinding, beschreven in Hoofdstuk 7. Toekomstperspectieven en resultaten 
worden besproken en samengevat in Hoofdstuk 8.  
  
